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色体蛍光 in situハイブリダイゼーション（Fluorescence in 



















させたのに対し ₃ 個のミスセンス変異型 TGFBR2 
（p.L₃₀₈P, p.S₄₄₉F, p.R₅₃₇C）ではシグナル活性が回復し
なかった事から機能喪失性変異であることが示唆された









A: マルファン症候群様の臨床症状を呈し染色体構造異常を合併した患者の染色体 FISH 解析． ₃番染色 ₃ p₂₄.₁転座切断点が MFS2疾患遺伝子座（orange 
rectangle）と合致した．転座切断点をまたぐ BAC クローン（green rectangle）を用いた FISH 解析において TGFBR2遺伝子の断裂を示唆するスプリットシ
グナル所見が派生 ₃番染色体で観察された．B: TGFBR2の変異解析により同定された ₄個の病的バリアント．スプライシング変異 ₁例（c.₁₅₂₄G>A），
ミスセンス変異 ₃ 例（p.L₃₀₈P, p.S₄₄₉F, p.R₅₃₇C）．C: c.₁₅₂₄G>A によるスプライシング異常の解析．RT-PCR により罹患者にのみ異常転写産物が検出さ
れた（矢印）．D: ルシフェラーゼレポーターアッセイによる TGF- βシグナル伝達活性の検討．内在性の TGFBR2発現が欠損した DR₂₆細胞に野生型およ
び変異型 TGFBR2を発現させ TGF- β刺激後のシグナル活性を定量した．野生型がシグナル活性を回復（rescue）させたのに対し ₃個のミスセンス変異
（p.L₃₀₈P, p.S₄₄₉F and p.R₅₃₇C）の強制発現でシグナル活性は回復しなかった．δは細胞内キナーゼドメインを欠損させた短縮型 TGFBR2．（Mizuguchi T, 




































































































































₂）Prz ₁ の核内移行， ₃ ）Prz ₁ により制御される遺伝
子の転写活性， ₄）Ca ₂ +ストレスに対する細胞レベルの
感受性を解析した．ppb1 （PPP3CAの酵母ホモログ）欠損







A: 全エクソーム解析により同定された ₆個の病的バリアント． ₃個の触媒ドメイン変異， ₂個の自己抑制ドメイン変異， ₁個のフレームシフト変異を
同定した．CNB，カルシニューリン B　結合ドメイン ; CaMB，カルモジュリン結合ドメイン ; AI，自己抑制ドメイン．B: ppb1 （酵母 PPP3CA） 欠損株は
Ca ₂ + 感受性を示すが，野生型の ppb1を過剰発現させると正常な Ca ₂ + ホメオスタシスを回復し Ca ₂ + 添加培地で生育した（Wild type）．触媒ドメイン変
異型 ppb1では回復を認めなかった（p.H₁₂₁R, p.N₁₇₉I, p.D₂₆₃E）．自己抑制ドメイン変異型 ppb1は野生型と同様に Ca ₂ + 添加培地で生育した（p.F₄₉₉L, 
p.A₅₀₂T）．C: ppb1 （酵母 PPP3CA）に変異を導入した knock-in 細胞株における転写因子 Prz ₁ のリン酸化状態をウェスタンブロット調べた．野生型で
は Ca ₂ + 添加後，脱リン酸化により Prz ₁ の移動度が早くなっている．触媒ドメイン変異 knock-in 細胞株ではリン酸化型 Prz ₁ ，自己抑制ドメイン変異
knock-in 細胞株では脱リン酸化型 Prz ₁ が検出された．Cdc ₂ ，ローディングコントロール．D: ppb1 （酵母 PPP3CA） 欠損株では培地への Ca ₂ + 添加に対
する転写活性応答が起こらない（Empty）．野生型の ppb1を過剰発現させると転写活性は回復するが（Wild type），触媒ドメイン変異型 ppb1 （p.H₁₂₁R, 
p.N₁₇₉I, p.D₂₆₃E）の過剰発現では不応性のままであった．自己抑制ドメイン変異型 ppb1 （p.F₄₉₉L, p.A₅₀₂T）を過剰発現させると Ca ₂ + 刺激のない環境
下で標的遺伝子の過剰発現を認め恒常的活性化が示唆された．E: 野生型では Ca ₂ + 刺激に応答した転写因子 Prz ₁ の核内移行が観察される（Wild type）．
触媒ドメイン変異 knock-in 細胞株では Ca ₂ + 刺激後も基質である転写因子 Prz ₁ の核内移行は観察されなかった（p.H₁₂₁R, p.N₁₇₉I, p.D₂₆₃E）．自己抑制
ドメイン変異 knock-in 細胞株では Ca ₂ + 刺激のない環境下で核内移行を示す細胞の増加が認められた（p.F₄₉₉L, p.A₅₀₂T）．酵母 ppb1 p.H₁₂₁R, p.N₁₇₉I, 
p.D₂₆₃E, p.F₄₉₉L, p.A₅₀₂T はヒト PPP3CA p.H₉₂R, p.N₁₅₀I, p.D₂₃₄E, p.F₄₇₀L, p.Ala₄₇₃Thr に対応する．（Mizuguchi T, et al.₁₃）より改変）．
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Individuals ₁ ₂ ₃ ₄ ₅ ₆
Variants p.D₂₃₄E p.N₁₅₀I p.H₉₂R p.M₄₃₁Hfs*₂₀ p.F₄₇₀L p.A₄₇₃T
Clinical diagnosis WS WS, LGS, RS WS WS MCA/ID DD with seizures
Birth weight N.D. N.D. －₀.₂ SD －₀.₅₆ SD +₁.₅ SD －₁.₇ SD
Birth length +₁.₉ SD －₀.₄ SD +₀.₁ SD －₀.₀₇ SD －₃.₄ SD －₆.₄ SD
Seizure Onset ₇ m ₈ m ₂₂ m ₆ m - ₉ m
Type ES and M ES ES ES - G
Prognosis Intractable Intractable Intractable Intractable - Tractable
Developmental delay + + + + + +
Intellectual disability Profound Profound Severe Severe Severe Moderate
Dysmorphism Craniosynostosis - - - - + +
Micrognathia - - - - + +
Cleft palate - - - - + +
Brachydactyly - - - - + +
Delayed calvarial ossification - - - - + N.D.
Skeletal Short stature - - - - + +
Arthrogryposis - - - - + +
Gracile bones - - - - + N.D.
Fractures - - - - + -
Abbreviations: +, present; -, absent; y, years; m, months; N.D.; not determined; WS, West syndrome; LGS; Lennox–Gastaut syndrome; RS, Rett 



































とることが示唆された．D: ₂ 次元ゲル電気泳動による DNA の複製中間体の解析．sap1-1変異体ではリピート配列である wtf9領域に DNA 複製フォーク
の停止を示唆するシグナルが検出された（矢印）．E: フローサイトメトリーによる細胞周期の解析．G ₁ 停止させた細胞（c）の DNA 複製を再開させる
と野生型が₁₂₀分で DNA 複製を完了（ ₂ c）させるのに対し sap1-1変異体では複製の遅延，複製障害が観察された．F: array CGH によるコピー数解析．
DNA 複製が障害された sap1-1変異体の培養を継続するとリピート配列を介在したゲノム構造異常が誘導される．ここでは重複によるゲノムコピー数の
増加が検出されている．G: DNA 複製が障害された sap1-1変異体のゲノムワイドコンタクトマップ．野生型には認められない特異的なコンタクトが観察
された（矢印）．H: 生細胞タイムラプスイメージング．ゲノム上の ₂領域を異なる色素（赤と緑のシグナル）で可視化し変異体でのみ ₂つのシグナルの





















































A: BAFME 患者のロングリード全ゲノム解析により検出された₉,₁₃₈個の insertions （INS）． ₃ 名の健常者コントロールデータに存在するバリアントを除
外することで候補を₁,₀₈₆個に絞り込んだ．更に BAFME ₁ （ ₈ q₂₄）座に位置する事，サイズが大きい事，シンプルリピート配列である事に着目するこ
とで SAMD12リピート伸長が有力な候補として抽出された．X 軸，₂₂本の常染色体と ₂ 本の性染色体 ; Y 軸，insertion の長さ（kb）．B: BAFME 患者のサ
ザンブロット解析によりヘテロ接合性のリピート伸長（矢印）が確認された．TGAAA リピートプローブで伸長アレル（矢印）にシグナルが検出され
TTTCA リピートを含む伸長であることが確認された．C: PME 患者のロングリード全ゲノム解析により検出された₇,₂₁₆個の deletions（DEL）についてバ
リアントの絞り込みを行い，CLN6遺伝子を巻き込んだ₁₂kb の病的欠失を検出した．CDS，たんぱく質翻訳領域 ; UTR，非翻訳領域．D: 全エクソーム解
析でのカバレッジ（上段）．GC 含量　（中段）．PacBio ロングリードシーケンスのリード（下段）．全エクソーム解析では欠失の存在するエクソン ₁領域
に十分なシーケンスカバレッジが得られていないが（赤矢印）, ロングリードシーケンスではバイアスのない均等なカバレッジにより₁₂kb 欠失を検出し
た . （Mizuguchi T, et al.₂₂ ， ₂₃）より改変）
Pathogenic variant
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Abstract
IDENTIFICATION OF DISEASE-CAUSING GENES AND ANALYSIS OF MOLECULAR 
MECHANISMS FOR GENOMIC ALTERATIONS
Takeshi Mizuguchi
Department of Human Genetics, Yokohama City University Graduate School of Medicine
　Genetic studies have identified the genes responsible for approximately ₆₀% of rare monogenic disorders (>₄,₀₀₀ 
rare diseases). However, ₄₀-₆₀% still remain without genetic answers. Types and sizes of genetic alterations are 
highly variable, and no single genetic analysis method can detect the entire size range of these variants. Thus, 
application of new technologies with different resolutions is useful to find a genetic answer in unresolved cases. In 
fact, systematic discovery of new types of variants has been facilitated by technological advances that have 
accelerated disease gene discovery. In this review, Mendelian disease gene discovery and study of the pathomechanisms 
using a variety of methods will be introduced.

